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Abstract 



The present invention relates to a process for preparing diglycerides having, in position 2 a 
polyuSur^^^^^^^^ acid residue. characterised in that: there is used as starting nnatenal a disp^^^^^^^^^^ 
KS^^^^^^^^^^ extracted from aminal tissue; the said suspension .s t^^^^^^^^^ of a 

divalent cation so as to cause flocculation of the said phospholipid; there is added to the niedojm 
Sained^^^^^^^ of phospholipase C corresponding to about 0.1 phospholipase unit per 1 .5 mg of 
Zc^ie6 ^^Xm, the precipitate obtained is filtered and the filtered solid product is recovered, it 

also relates to the products obtained using this process^ ^ 
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@ Precede de preparation de diglycerides contenant en position 2 un reste d'acide gras poly-insature. et produits 
obtenus. 



^ La prdsente invention concerne un proc6d6 de prfepara- 
tion de diglyo6rides ayant. en position 2. un reste d'acide gras 
poly-insatur^. caract6ri86 en ce que : on utilise comma produit 
de d6part une dispersioa dans I'eau. de phospholiplde(s) ex- 
trait de tissus animaux: ladite suspension est traitde par un sel 
de cation divalent de fa^on d provoquer une floculation dudit 
phospliolipide; on a]o*Jte au milieu obtenu une quantity de 
phospholipsse C correspondant d environ 0,1 unitd de phos- 
^ phoKpsse pour 1.5 mg de phosphotipide flocul6; on ftltre le 

<pr6cipit6 obtenu et on recueille le produit solide filtr6: elle 
concerne 6galemem les produits obtenus selon ce proc6d& 
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prn^^dg de pr eparation de id^olvc6ridef: untenant en position 2 un 
rgste d'acide oras poLv-insature, et orod uits obtenus. 

La presente invention concerne un proc^d^ de preparation 
de digLycerides contenant en position 2 du glycerol^ un acide gras 
poly-ins9ture (contenant de 2.a 6 doubles liaisons), el le concerne 
^gaLeraent les produits obtenus par ce proc6d6. 

II est difficile d'cbtenir, par synthese chiraique^r des 
produits d'est^rification du glycerol dans LesqueLs un acide gras 
poly-insature est positionne uniqueraent en position 2 de la mole- 
cule de glycerol. Or, on salt que de tels produits dans lesquels 
l» acide gras insatur6 peut St re, par exemple, de I 'acide dihorao-Y- 
linotenique (20:3 n-6), de I'acide arachidonique (20:4 n-6), de 
I'acide eicosapentaenoi que (20:5 n-3) ou de L'acide docosahexaenoique 
(22:6 n-3) peuvent presenter un grand interet biologique. 

La prisente invention d^crit un proc6d6 perraettant 
I'obtention de ces produits par voie ^nzymatique. L.e proc6d6 selon 
I' invention est caracteris* en ce que : 

- on utilise, comme produit de depart, un melange de phospholipides 
extrait de tissus animaux, ces phospholipides 6tant disperses 
dans de I'eau, 

- la suspension obtenue est traitee par un sel de cation divalent 
de facon h provoquer une f loculation des phospholipides en agr6- 
gats macroscopiques, 

- on ajoute au milieu obtenu une quantite de phospholipase C corres- 
pondant a environ 0,1- unit* pour 1,5 mg de phospholipides, 

- le prdcipite obtenu est filtre.sur papier, et on recueille, dans 
le papier, des diglycerides dont la position 2 est est^rifi^e 
par un acide gras poly-insature, 

Le produit de depart est ur melange de phospholipides 
extrait de tissus animaux par des m^thodes connues, par example par 
maceration des tissus broyes dans des solvants convenables tels que 
chloroforme-m6thanol ou hexane-isopropanol. 

Les phospholipides, qui peuvent etre s^pares des lipides 
apolaires par precipitation h I 'acetone, sont des composes que l«on 
peut r presenter sch^matiquement par la fornule suivante r 
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dans LaqueLLe 

-10 X peut etre de La choline, de I'^thanoLamine, de la serine, de 
I' inositol ou du phosphatidyl-glycerol, 
R^,de fapon tres generale, est un acide gras satur6 tel qu'acide 
palmitique ou stearique, ou un acide gras monoinsature tel 
qu' acide ol^ique, 

15 R2 est un acide gras insature, dont la plus grande proportion est 
constitute d'acides gras poly-insatures. 

On con?oit que seLon le tissu animal utilise comme 
source d'extraction des.phospholipides> et ^ventuellement selon 
le procede mis en oeuvre pour cette extraction, les produits de 
depart decrits par la formule CI), qui sont presque toujours des 
melanges, auront des compositions difftrentes. 

Dans la presente invention, le mot diglyceride signifie 
done soit, exceptionnellement, un produit cHmique pur, soit,le 
plus souvent, un melange* 

Dans une premiere operation, les phospholipides sont 
mis en suspension dans de I'eau par agitation intense ; la disper- 
sion est favoriste par I'utilisation d'ultrasons. 

Dans une deuxiferoe operation, la suspe sion obtenue 
est trait6e par un sel de cation divalent CCa . , Hg , Zn ) 
jusqu'i apparition d'un d6but de floculation. Uexptrience prouve 
qu'on utilise de rordre de 1 a 5 nmol du cation divalent pour 
250 mg de phosphplipide. 

C'est ensuite sur la suspension tiocutee, ou en cours 
de floculati n, que I 'on realise la reaction enzyraatique. Cette 
35 reaction d'hydrolyse libfere un diglyceride et st r^alisee ^ 
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L'aide d'une phospholipase ppodult connu excreta par certains 
micrc-organismes (BacULus cereus^ par exeropLe) dans un milieu de 
culture convenable. Cette reaction enzymatique se d^roule trfes 
rapidement (dur6e de L'ordre de 5 ii 15 minutes) k temperature 
5 ordinaire ou proche de L'ordinaire (entre environ 1S et 50*C) et 
ii pH compris entre 6^5 et 8. On utilise environ 0,1 unit6 d' enzyme 
pour traiter 1,5 mg de phospholipides. 

A la fin de la reaction/ on obtieht un pr6cipit6 que 
I'on peut filtrer et qui se trouve €tre constitu* essentiellement 
10 paf* l-e diglyc6ride Cou un melange de diglyc^rides^, de formule : 

CH, CH CH-OH 

0 0 

c=o c=o 

15 ainsi que par les phospholipides non-SMbst rats de la. phospholipase C. 

Dans le filtrat, on trouve I 'enzyme utilise qui peut 
etre recup^r^, regen^re et r§utilise. 

On notera que le proc§d6, selon I* invention^ permet en 
outre, du fait de la presence, en fin de reaction, de phospholipides 
20 non hydrolyses,'de r^aliser^en mSroe temps que La preparation de 

diglycerides> un f ractionnement du produit de depart et de r6cup6rer 
certaines categories de phospholipides. Par exeraple, la phospho- 
lipase C de Bacillus cereus n'hydrolyse que tres peu le phosphatidyl- 
inositol et les cardiolipides, et pas du tout la sphyngomyeline. Ces 
25 phospholipides sont ais^ment s^pares des diglyc6rides par precipita- 
tion dans I 'acetone. 

Les diglycerides obtenus peuvent Stre utilises sous cette 
forme, ou etre transf ormes en monoglyce rides ayant en positio. 2 un 
acide gras Insature ou en triglycerides ayant en position 2 un acide 
30 gras insature. 

L'exemple non li mi tat if suivant illustre I 'invention. 
10 g de foie de pore frais sont broyes dans un melange 
de chloroforme et de methanol et les lipides totaux extraits par la 
methode classique de Bligh et Oyer. L'extrait lipidique brut renferme 
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250 mg de Lipides. Apres precipitation k L«ac6tone, on 

recueiLLe^ par filtration, 230 mg de phospho Lipides pratiquement 
purs, Le solvant evapor6, ces phospholipides sont disperses dans 
de L'eau I L'aide d'uLtrasons et un set d' ion divalent (CaCLg ou 
MgCL2)#en solution lui-ineme dans I'eau, est ajoute. Le pH de la 
solution est ajust6 d 7,5 et la phospholipase de Bacillus cereus 
est ajout^e (16 unites). 

Apres 15 min d» incubation |i 35»C, en maintenant^ le pH 
a 7,5, la suspension est f iltree sur papier : le residu reste sur 
le filtre renferme 150 mg de diglycerides, dont plus de 95 % sont 
de la configuration 1,2. Les phospholipides n'ayant pas subi 
I'hydrolyse enzymatique (cardiolipides, phosphatidyl-inositol et 
sphingomyeline) repr^sentent environ 50 mg et sont elimines par 
precipitation dans I'acetone. Le tableau I donne la composition 
en acides gras des diglyc6rides obtenus, en comparaison de celle 
des phospholipides de depart : 

Tableau I 

Composition en pourcentage des acides gras des p hospholipides ava 
rhvdrolvse enzymatioue oar la p hospholipase C et des dinlycerides 
obtenus . 



Acide gras 


Phospholipides 


Dlglycirides 


16:0 


18,7 


20,0 


18:0 


20,0 


26,1 


18:1 


10,7 


12,4 


18:2 n-6 


12,5 


13,3 


20:3 n-6 


1.2 


1,1 


20:4 n-6 


15,6 


14,5 


20:5 n-3 


0,6 


0,9 


22:5 n-3 


2.8 


2,6 


22:6 n-3 


1.2 


1,2 



A t*,t?*P '*r^H'*rr-tif . Ho 30 % des diglycerides obtenus 

contiennent de I 'acide arachidonique (20:4 n-6) en position 2. 
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RgVENDICATIONS 
1. Precede de preparation de diglyc6rides ayant^ en 
position 2^ un reste d'acide gras polyHnsature^ caracteris6 en 
ce que : 

- on utilise corame produit de depart une dispersion, 
dans I'eau, de phospholipide(s) extrait de tissus animaux, 

- ladite suspension est trait6e par un sel de cation 
divalent de fapon a provoquer une floculation dudit phospholipide, 

- on ajoute au mi lieu obtenu une quantity, de phospho- 
lipase C correspondant 6 environ 0,1 unit* de phospholipase pour 
1,5 mg de phospholipide flocule, 

- on filtre le precipite obtenu et on recuei Ue Le 

produit solide filtr*. 

2. Proc6d6 selon la revendi cation 1, caract6ris6 en ce, 
-J5 que La suspension de depart est obtenue par agitation intense du 

melange phosphoLipide-eau, ladite agitation *tant r^aLisee de 
preference par ultrasons. 

3. Proc6d6 selon L'une des revendi cations 1 et 2, carac- 
t6ris§ en ce que ledit cation divalent est choisi parmi le Ca , 
le Mg** et le zinc**""*" et que I'on utilise de 1 a 5 mmol environ 
de cation divalent pour 250 mg de phospholipide. 

4. Procede selon I •une des revendi cations 1^3, carac- 
tirise en ce que la reaction avec la phospholipase C est effectu^e 
entre 15 et 50*C environ et a un pH compris entre 6,5 et 8 environ, 

5. Proced6 selon l'une des revendi cations 1^4, carac- 
terise en ce que la phospholipace C est recuperee dans le filtrat 
resultant de I'^tape de separation, par filtration, du diglyc^ride 
obtenu. 

6. Diglyc^rides comportant, en position 2, un reste 

30 d'acide gras poly-insatur6, caract^ris^s en ce qu'ils sont obtenus 
selon le proced* de l'une des revendi cations 1^5, 

7. Oiglycerides selon la revendication 6, caracteris^s 
en ce que le radical poly-insatur* en position, 2 est un radical 
provenam d'un aclw tisl mmc I'SCIGS 5"; ------- i -;-^,- "-"^ 

35 I'acide arachidonique, de I'acide eicosapenta#noique ou de I'acide 
docosahexaen ique. 
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8. Utilisation des digLyc^rides seLon I'une des reven- 
dications 6 et 7, pour La preparation de monogLyce rides presentant 
en position 2 un acide gras poLyHnsature ou de triglycerides 
presentant/ en position 2, un acide gras poLy-insature. 



